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(g) Sortierverfahren fur planar ausgebrachte biologische Objekte mit Laserstrahlen 

@ Verfahren zum Separieren und Sortieren von biologi- 
schen Objekten, die auf einem planaren Trager (2) ange- 
ordnetsind, dadurch gekennzeichnet, daS ein Objektfeld 
(12) des Tragers (2), auf dem sich ein selektiertes biologi- 
sches Objekt (10) befindet, mit einem Laserstrahl (6) aus- 
geschnitten und durch einen Laser-induzierten Transport- 
prozess auf einen in der Nahe des Tragers (2) und ober- 
halb Oder unterhalb des Tragers (2) angeordneten Auffan- 
ger (5) ubertragen wird. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifFt ein Verfahren zum Sortieren 
und Separieren fur einzelne biologische Objekte. Die Ob- 
jekte sind hierbei auf einem festen planaren Trager neben- 5 
einander angeordnet. Mit diesem Verfahren konnen aus ei- 
ner sehr groBen Zahl von Objekten (z. B. 10'*'-10^) einzelne 
Objekte raumlich abgetrennt und ausgesondert werden. Die 
Abtrennung von gehauften Zellen als Cjesamteinheit ist 
ebenso iiioglich. Ebenso kann das Verfahren zur Separation to 
von spezifischen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt 
werden. Voraussety.ung dafur ist die vorherige Erkennung 
und Selektion der betreffenden Objekte aufgrund spezifi- 
scher analytischer Eigenschaften (z. B. durch Ruoreszenz- 
spektroskopie oder durch radioaktive Markierung), Unter i-'i 
"biologischen Objekten" werden im Rahmen der vorliegen- 
den Anmeldung vor aUem (lebende) biologische Zellen ver- 
standen. 

[0002] Zur Separation einzelner biologischer Objekte las- 
sen sich Objekte mit opdschen Methoden, wie der opdschen 20 
Pinzette (Optical Tweezer), in einer wassrigen I^sung be- 
wegen (K. Schiitze, A. Clement-Sengewald, Nature, 667 
(Vol. 368) 1994). Das diesen optischen Pinzetten (Optical 
Tweezer) zugrundeliegende Prinzip bzw. der Aufbau ent- 
sprechender Laser-Mikrodissektions- oder I^ser-Mikroma- 25 
nipulalorvorrichtungen ist beispielsweise auch in "Applica- 
tion of Laser Optical Tweezers in Inununology and Molecu- 
lar Genetics" (S, Seeger, S. Monajembaslai, K.-J. Hurter, G. 
Futterman, J. Wolfram, K. O. Greulich), Cytometry 12 

(1991) , Seiten 497-504 oder in "Laser micromanipulators 30 
for biotechnology and genome search" (N. Ponelies, J. 
Scheef, A. Harim, G. Leitz, K, O. Greulich), Journal of Bio- ' 
technology 35 (1994), Seiten 109-120 und in "The Ught mi- 
croscope on its way from an analytical to a preparative tool" 
(K. O. Greulich, G. Weber), Journal of Microscopy 167 35 

(1992) , Seiten 127-151 sowie in JP 07-031 459 A beschrie- 
ben. Aufgrund der geringen Kraftiibertragung ist diese Me- 
thode auf Objekte beschrankt, die sich frei in der Losung be- 
wegen konnen. Da sich die sortierten wie die unsorderten 
Objekte in der gleichen Ix)sung befinden, ist eine getrennte 40 
Kultivierung nur mit zusatziichem Aufwand erzielbar. Fiir 
eine geUrennte Kultivierung mussen diese Zellen mit einer 
anderen Methode, wie z. B. mit Nadeb, abgetrennt werden. 
Mit Mikromanipulatoren bewegte Nadeln, an denen die Zel- 
len adherieren, werden auch als alleinige Methode einge- 45 
setzt. Hierbei werden die ZeUen direkt beriihrt und konnten 
somit mechanisch belastet werden. Beide Methoden sind 
verhallnismaBig zeitintensiv, so daB sie nicht nur zur Bear- 
beitung einer Vielzahl von Objekten geeignet sind. 

[0003] Zur Separierung einzelner Zellen aus einer groBen SO 
Zahl (> 10^), in einer Fliissigkeit dispergierter, biologischer 
Objekte geeignete TVenn- bzw. Sortierapparate sind kom- 
merziell erhaltUch. Wahrend bei der fluoreszenzaktivierten 
Zellsortierung (FACS = Fluorescence activated Cell Sorter) 
elektrostatische Prinzipien zur raumlichen Separation zum 55 
Einsatz kommen, arbeitet der magnetisch aktivierte Zellsor- 
tierer (MACS = Magnetic Activated Cell Sorter) mit magne- 
tischen Kraften. Hierbei liegen die ZeUen jedoch nicht auf 
einem planaren Trager nebeneinander. Uberdies haben beide 
Methoden den Nachteil, daB sich ein /.eine Objekte nur ein- 60 
geschrankt (FACS) oder tiberhaupt nicht getrennt voneinan- 
der absondem lassen (MACS). 

[0004] Die vorgestellten Methoden konnen keine Zellen 
aus einem Zellverband wie etwa einem Gewebe losen. 
[0005] Fcmcr sind unter dcm Namcn "Ablative Photodc- 65 
composition" Verfahren bekannt, bei denen mit gepulsten 
UV-Lasem, insbesondere mit Excimer-Lasem, ein gezielter 
Materialabtrag bei Polymeren erfolgt. Diese Verfahren kon- 
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nen im weitesten Sinne als A tz verfahren angesehen werden. 
Ein ahnUches Verfahren, bei dem jedoch ein kontinuierlich 
betriebener UV-Laser verwendet wkd, wird in der 5 211 805 
beschrieben. Dieses Verfahren soil sich zur industriellen Be- 
arbeitung von technischen Polymeren und zur biomedizini- 
schen Behandlung von biologischem Gewebe eignen. Hier- 
mit ist ein Sortierprinzip verwandt, das mit Laserstrahlen die 
auf einem Trager befindlichen unerwiinschten biologischen 
Objekte mit hohen Strahlungsdosen zerstort, wahrend die 
selektierten (erwunschten) Objekte zuriick bleiben 
(US 4 624 915). Dieser ProzeB ist verhaltnismaBig aufwen- 
dig, urn einzelne Objekte aus groBen Populationen zu selek- 
tieren. 

[0006] Aus der DE 35 09 273 Al ist hinsichtlich derBear- 
beitung von biologischem Material mit gepulsten Lasem be- 
kannt, die Laserpulse bis auf einen durch Beugungserschei- 
nungen begrenzten Querschnitt zu fokussieren, wobei die 
Beugungsmaxima n-ter Ordnung (n = 1, 2, 3 . . .) der Laser- 
pulse zum Schneiden des biologischen Materials genutzt 
werden. Hierzu kann als Energiequelle und I\implaser ein 
Excimer-Laser mit einer Wellenlange im uluravioletten Be- 
reich verwendet werden, wobei durch Nachschalten eines 
Farbstofflasers das Lasersystem in seiner Wellenlange ab- 
stimmbar wird. 

[0007] Die der Erfindung zugrundeliegende Autgabe be- 
steht in der raumlichen Separation einzelner biologischer 
Objekte, die nebeneinander auf einem planaren TVager aus- 
gebracht sind. Hierbei soil der Vorgang des Absondems 
moglichst kurz (< 10 s) sein. AuBerdem soil der Prozess sehr 
zuverlassig und damit in einfacher Weise automatisierbar 
sein. Gleichzeitig soil die Uberlebensfahigkeit der biologi- 
schen Objekte in der Regel gewahrt bleiben; d. h, die biolo- 
gischen Objekte sollen durch den AbtrennprozeB nicht ge- 
schadigt bzw. beeintrachtigt werden. 
[0008] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein 
Verfahren zum Separieren und Sortieren von auf einem pla- 
naren Trager angeordneten biologischen Objekten nach An- 
spruch 1 gelost. Die Unteransprtiche definieren jeweils be- 
vorzugte und vorteilliafte Ausfuhrungsformen der Erfin- 
dung. 

[0009] Die obige Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch 
gelost, daB ein Objektfeld des Tragers, auf dem sich das se- 
lekderte biologische Objekt befindet, mit einem Laserstrahl 
durch Ausschneiden abgetrennt wird und durch einen Laser- 
induzierten Transportprozess auf ein oberhalb oder unter- 
halb des TVagers und in der Nahe des TVagers angeordneten 
Auffanger iibertragen wird. Die erfindungsgemaBe Losung 
besteht also darin, daB die biologischen Objekte in einem 
kleinen, vorzugsweise kreisformigen Umfeld mitsamt dem 
Trager von einem Laserstrahl ausgeschnitten werden und 
anschlieBend aus dem Trager heraus auf einen in der Nahe 
angebrachten Auffanger geschleudert werden. Es wurde be- 
obachtet, daB die herausgetrennten Objektfelder dabei stets 
in Richtung des Laserstrahls beschleunigt werden. Eine 
physikalische Erklarung fiir diesen Laser-induzierten TVans- 
portprozeB liegt moglicherweise in dem photokinetischen 
Impuls, der von dem laserstrahl auf das ausgeschnittene 
Objektfeld iibertragen wird und damit fiir die Beschleuni- 
gung verantwortlich ist. Dieraumhche Separation der biolo- 
gischen Objekte beruht also bei diesem ProzeB auf dem 
Ausschneiden der gewUnschten Objektfelder mit den vorher 
selektierten Objekten und ihrem Abtransport zu einem in 
der Nahe befindlichen AufFangersubstrat. 
[0010] Das Ausschneiden des Objektfeldes kann vorteil- 
haft in der Wcisc crfolgcn, daB der Laserstrahl durch cine 
Relativbewegung von Laserstrahl und einer planaren TVa- 
gerfolie, auf welcher die biologischen Objekte angeordnet 
sind, auf einer geschlossenen, das Objektfeld einschlieBen- 
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den Kurve um das biologische Objekt herumgefiihrt wird. 
Altemadv kann aber die Abtrennung eines Objektfeldes in 
Analogic zu einem StanzprozeB auch so durchgefiihrt wer- - 
den, dass der das Objektfeld einschlieBende Schnittbereich 
durch cine mit dem Laserstxahl beleuchtete, auf die TVager- 5 
folic abgebildele Schlitzmaske simultan belichtet wird. 
[0011] Der Auffanger, welcher nachfolgend auch als Auf- 
fangersubstrat bezeichnet wird, soil in unmittelbarer Nahe 
der Tragerfolie angcordnet werden, so dass die Transport- 
wege bei dein Separaiionsprozess kurz sind. GuLe Ergeb- lO 
nisse wurden erzielt, wenn die Entfemung 0,5 bis 10 mm, 
vorzugsweise 1 bis 3 mm betrug. 

[0012] Der Durchmesser des Objektfeldes mit dem selek- 
tierten Objekt kann aufgrund des auBerordentlich prazisen 
Schnittvorgangs sehr klein, d. h. in einem Bereich von i.'i 
10 pm bis 20 m, gewShli werden. Zum Ausschneiden wird 
vorzugsweise ein UV-Laser verwendet, wobei der Laser- 
strahl fokussiert auf die Tragerfolie abgebildet wird. 
[0013] Die Tragerfolie besteht dabei aus einer UV-absor- 
bierenden Polymerfolie mit einer Dicke zwischen 5 m und 20 
15 m, deren Absorptionsverhalten an die Wellenlange des 
UV- Lasers angepasst ist, also zumindest in der Umgebung 
der Laserwellenlange ein Absorptionsmaximum besitzt. Als 
besonders geeignet haben sich Polymerfolien erwiesen, die 
mindestens 5 Cjew.-% eines aromatischen oder teilaromati- 25 
schen Polykondensats enthalten. Die geomelrische Fonn 
des Auffangersubstrats ist relativ unkritisch, Geeignet ist 
z. B. eine relativ dicke Folie oder Platte, die im Abstand von 
0,5 bis 10 mm oberhalb oder unterhalb von der TVagerfolie 
parallel dazu angebracht wird. Das Auffangersubstrat kann 30 
aber auch als topffbrmiger Behalter ausgebildet sein, Insbe- 
sondere wird erne Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 Vertiefun- 
gen (Wells) zur Aufhahme der Proben empfohlen. 
[0014] GemaB einer speziellen Ausfiihrungsform ist die 
Platte Oder Folie mit einer adhasiven Schicht versehen. 35 
Durch eine solche Klebeschicht konnen die abgeschleuder- 
ten Objektfelder auf dem Auffangersubstrat fixiert werden. 
[0015] Zur Erkennung und Selektion der gewiinschten 
biologischen Objekte auf der Tragerfolie wird vorzugsweise 
die Methode der Fluoreszenzspektroskopie eingesetzt. 40 
[0016] Altemativ konnen die biologischen Objekte mit 
Hilfe bekannter histocheiiiischer Farbreaklionen oder iiior- 
phologischer visueU wahmehmbarer Veranderungen er- 
kannt und anschlieBend selektiert. werden. 
[0017] GemSB einer Weiterentwicklung werden die biolo- 45 
gischen Objekte mit einem flussigen, fur die Laserstrahlung 
durchsichtigen Nahr- oder Puffermedium beschichtet. Der 
Schnittvorgang und der AblOseprozess des selektierten Ob- 
jektfeldes werden dadurch nicht beeintrachtigt. 
[0018] Das erfindungsgemaBe Separierverfahren wird 50 
vorteilhaft in einem abgeschlossenen System durchgefiihrt. 
Zu diesem Zweck wird sowohl die Tragerfolie mit den zu 
sortierenden Objekten, als auch das Auffangersubstrat in ei- 
nem geschlossenen Behalter untergebracht, der ein UV- 
transparentes Fenster fiir den Laserstrahl besitzt. 55 
[0019] Da: Vorteil des Laser-induzierten Separationspro- 
zesses von Zellen besteht in der gezielten und gleichzeitig 
schnelleo Manipulation von einzelnen 2^11en im Vergleich 
zum Stand der Technik. Aufgrund des einfachen Prinzips ist 
der ProzfiB sehr robust und einfach zu handhaben und eignet 60 
sich daher zur CompulergestUtzten automati schen Separa- 
tion einer Vielzahl von biologischen Objekten. Ein unter si- 
cherheitstechnischen Aspekten wichtiger Vorteil liegt femer 
darin, daB der Separationsprozess in einem hermetisch abge- 
schlossenen System durchgefiihrt werden kann, so daB die 65 
Umgebung vor pathogenen Zellen geschutzt werden kann. 
AuBerdem werden die Zellen von Verunreinigungen aus der 
Umgebung geschutzt. 


[0020] Das Verfahren eignet sich prinzipiell zum Einsatz 
in Teilgebieten der Biotechnologie, wo spezifische Zellty- 
pen angereichen werden sollen. Beispielsweise konnen nut 
dem Green fluorescent Protein (GFP) als Reportergen trans- 
fizierte Zellen identifiziert werden. Marshall et al. (Neuron, 
Vol. 14, 211-215 (1995)) benutzen z. B. die GFP-Methode, 
um die Expression von lonenkanalen abzuschatzen. GemaB 
einer weiteren Anwendung konnen fur neurologische Expe- 
rimente aus Cjehimgewebeschnitten z. B. CJliazellen sepa- 
riert werden. Hierzu werden fluoreszenzmarkierle Antikor- 
per benutzt, um diese Zellen zu idendfizieren. Zur Diagnose 
konnten aus Gewebeschnitten Tlimorzellen, die z. B. durch 
morphologische Veranderungen auffallen, isoliert werden. 
Hierzu wird der Gewebeschnitt auf die TVagerfolie gelegt. 
Die herauszupraparierende Zelle wird durch einen Schnitt 
durch das Gewebe und die Subsuratfolie separiert, so daB 
Zelle plus Substratmaterial gemeinsam auf eine Unterlage 
transferiert werden. Diese Zellen werden anschlieBend hi- 
stologisch analysiert. Dariiber hinaus konnen Baktcrien mit 
spezifischen Eigenschaften wie z. B. Zitronensaureprodu- 
zenten auf ihre Leistungsfahigkeit hin durch geeignete pH- 
sensitive Farbumschlage eines geeigneten Indikators er- 
kannt und anschlieBend aussortiert werden. 
[0021] Im folgenden wird das Verfahren an Hand von 
Zeichnungen und Ausfiihrungsbeispielen naher erlauten. 
[0022] Es zeigen: 

[0023] Fig, 1 schematisch eine Tragerfolie mit adherierten 
Bakterien 

[0024] Fig, 2 den prinzipiellen Aufbau einer Apparatur 
zur Durchfuhrung des Verfahrens 

[0025] F^, 3 und 4 das zugrundeliegende Sortierprinzip, 
[0026] Fig. 1 zeigt beispielsweise eine Bakterienpopula- 
tion 1, die planar auf einer 5 ^m starken Polyarylatfolie 2 
(Tragerfolie) ausgebracht ist. Zum Sortiervorgang wird die 
Tragerfolie 2 in einen Schiebetisch 3 eingelegt und mecha- 
nisch fixiert. Dieser Tisch befindet sich gem. Fig, 2 als Ob- 
jekttisch in einem inversen Mikroskop 4 und kann z. B. mit- 
tels eines Computergesteuerten Schrittmotors in x,y-Rich- 
tung (Horizontalebene) positioniert werden. Im Schiebe- 
tisch 3 ist femer gegeniiber der Tragerfolie 2 im Abstand 
von 1,8 mm ein plattenformiges Auffangersubstrat 5 gehal- 
tert. Bei einer Bewegung des Schiebetisches 3 werden also 
gleichzeitig die Tragerfolie 2 und das Auffangersubstrat 5 
senkrecht zum Strahlengang (z-Richtung) im Mikroskop 
verschoben. Der Schiebetisch 3 mit der Tragerfolie 2 und 
den darauf befindlichen biologischen Objekten 1, sowie das 
Auffangersubstrat 5 sind von einem geschlossenen Gehause 
mit einem UV-durchl^ssigen Fenster fUr den Laserstrahl 
umgeben (nicht dargestellt), so daB das Verfahren in einem 
hermetisch abgeschlossenen System durchgefiihrt werden 
kann. 

[0027] Als TVagerfoUe fur die biologischen Objekte wird 
eine 5 ^ bis 15 jam dicke, UV-absobierende Polymerfotie 
aus einem Polymer verwendet, das mindestens 5 Gew.-% ei- 
nes aromatischen oder teilaromatischen Polykondensates, 
wie z. B. Polycarbonate, Polyurethane, Polyarylate, Copo- 
lyester, Polyestercarbonate oder Blends aus diesen Polykon- 
densaten und anderen Thermoplasten enthalt. 
[0028] Zur raumlichen Trennung einer einzelnen Bakterie 
aus der ausgebrachten Population wird ein UV-T^serstrahl 6 
der Wellenlange 337 nm eines gepulsten N2-Lasers 7 ver- 
wendet. Der Laser 7 liefert bei einer maximalen Pulsfre- 
quenz von 20 Hz ca. 300 pJ Strahlenergie. Geeignet sind 
auch Excimerlaser mit einer Wellenlange von 193, 248, oder 
308 nm oder cin frcqucnzvcrvicrfachtcr Nd:YAG-Lascr mit 
einer Wellailange von 266 nm oder ein frequenzverdoppel- 
ter Ar-Ionenlaser nut Wellenlangen von 244 nm oder 
257 nm. Der Laserstrahl 6 wird iiber einen dielektrischen 
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Strahlteiler 8 und ein verkleinemdes Milcroskopobjektiv 9 
(Verkleinerung 63 x, Offnungsverhaltnis NA = 0.9) auf die 
Tragerfolie 2 punktformig abgebildet. Dieser Punkt hat ei- 
nen Durchmesser von ca. 5 fim. 

[0029] Eine kreisformige bzw. geschlossene Schnittlinie 5 
mit einem Durchmesser von ca. 10 \xm wird um das selek- 
tierte Bakterium durch eine entsprechende Bewegung des 
Schiebetisches 3 in der Horizontalebene erzeugt. Die dutch 
die vSchnittlinie definierte Hache stelit in diesem Fall die 
ObjekLflache dar, Der LasersLrahl bleibl wiihrend des nach- lO 
folgend beschriebenen Schneidprozesses ortsfest. 
[0030] Tm Hxperiment. betrug die relative Bahngeschwin- 
digkeit des Laserstrahls zum Ausschneiden einer geschlos- 
senen Flache 5 pm/s. Dabei entstand eine scharfkantige, eng 
begrenzte Schnittlinie, wobei gleichzeitig mit der Riickkehr 
des Laserstrahls zum Startpunkt der Schnittlinie ein AbriS 
der ausgeschnittenen Hache erfolgte. Diese Flache wurde 
nun durch einen Laser-induzierten Transportprozess, dessen 
physikalische Wirkungsweise im Einzelnen noch nicht ge- 
klart ist, von der Tragerfolie 2 weg auf das daruber befindli- 20 
che, mit einer adhasiven Klebeschicht versehene AuflTanger- 
substrat 5 geschleudert und blieb dort haften. Eine andere 
Moglichkeit besteht darin, als Auffangersubstrat eine han- 
delsiibliche Mikrotiterplatte mit z. B. 96 Wells zu verwen- 
den. Unter "WeUs" werden in der pharmazeutischen For- 25 
schung die in der Mikrotiterplatte befindlichen Aussparun- 
gen bzw. kreisrunden Vertiefungen zur Probenaufhahme mit 
einem Durchmesser von ca. 4 mm und einer Tiefe von ca. 
6 mm verstanden. 

[0031] Der SortierprozeB soli noch einmal an Hand der 30 
Fig. 3 und 4 veranschauiicht werden. Fig. 3 zeigt ein raum- 
lich zu separierendes Bakterium 10 auf der Tragerfolie 2. 
Auf Grund der kreisformigen Bewegung des Schiebetischs 
3 ist durch den ortsfesten Lasers trahl 6 beim SchneidprozeB 
bereits eine Schnittlinie 11 von etwa 5-7 pm Breile in die 35 
Folic 2 gesciirieben worden. In diesem Bereich ist das Fo- 
lienmaterial komplett abgetragen worden. Unmittelbar 
nachdem die Schnittlinie 1 1 zu einem geschlossenen Kreis 
vervollstandigt worden ist, wird das abgetrennte Folienstiick 
(Objektfeld) 12 mit dem darauf befindlichen Bakterium 10 40 
in Richtung des Laserstrahls beschleunigt und wie in Fig. 4 
dargestellt, auf das Klebeband 5 (AuITangersubstrdt) ge- 
schleudert. In der Tragerfolie 2 verbleibt ein kreisrundes 
Loch 13. 

[0032] Anstelle des Schiebedsches kann auch mit einem 45 
ruhenden Objekttisch gearbeitet und der Laserstrahl mit 
Hilfe eines in die Laseroptik eingebauten Drehspiegels auf 
einem Kreis um das selekderte Bakterium herumgefuhrt 
werden. 

[0033] Voraussetzung fiir die Laser-Separation ist die vor- 50 
herige Erkennung und Selektion der aus der Tragerfolie zu 
entfemenden Objektfelder. Eine in der pharmakologischen 
Forschung haufig angewandte Methode der Erkennung und 
Selektion von bestimmten Zellstrukturen ist die Ruores- 
zenzspektroskopie. Zu diesem Zweck wird ein kommerziell 55 
erhaltliches Fluoreszenz-Mikroskop eingesetzt. Grundlage 
ist dabei, daB die fiir die Selektion vorgesehenen Zellen bzw. 
Bakterien ein signifikantes Huoreszenzsignal erzeugen, das 
als Unterscheidungskriterium herangezogen wird. Mit Hilfe 
eines mit einem Suchalgorithmus ausgestatteten Scan -Pro- 60 
gramms kann dann der Schiebetisch 3 so gesteuert werden, 
daB automatisch nacheinander die Bereiche mit selektierten 
Bakterien als Objektfelder zentral im Gesichtsfeld des Fluo- 
reszenzmikroskops positioniert und anschlieBend ausge- 
schnittcn werden. 65 
[0034] Zur Erkennung von biologischen Objekten in Ge- 
webeschnitten konnen auch die bekannten histologischen 
Farbreaktionen oder im Mikroskop wahmehmbare morpho- 
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logische Veranderungen herangezogen werden. 
[0035] Die Tragerfolie 2 kann auch mit einer fiir die La- 
sers trahlung durchlassigen Nahr- oder PufFerlosung, z. B. 
einer PBS-Pufferlosung, beschichtet werden, ohne den Se- 
parierprozess zu beeintrachtigen. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Separieren und Sortieren von biolo- 
gischen Objekten, die auf eineni planaren Trager (2) 
angeordnet sind, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Objektfeld (12) desTragers (2), auf dem sich ein selek- 
tiertes biologisches Objekt (10) befindet, mit einem La- 
serstrahl (6) ausgeschnitten und durch einen Laser-in- 
duzierten Transportprozess auf einen in der Nahe des 
TrSgers (2) und oberhalb oder unterhalb des Tragers (2) 
angeordneten AufiTanger (5) iibertragen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die biologischen Objekte (1) auf einer planaren 
Tragerfolie (2) angeordnet sind, wobei mit dem Laser- 
strahl (6) ein Objektfeld (12) der Tragerfolie (2), auf 
dem sich das selekderte biologische Objekt (10) befin- 
det, ausgeschnitten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dzli der Laserstrahl (6) auf einer geschlosse- 
nen Kurve um das biologische Objekt (10) herumge- 
fuhrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein das selektierte biologische Objekt 
(10) einschlieBender Schnittbereich durch eine mit dem 
Laserstrahl (6) beleuchtete, auf den planaren Trager (2) 
abgebildete Schlitzmaske simultan belichtet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das selektierte biolo- 
gische Objekt (10) nach dem Ausschneiden iiber eine 
Distanz von 0,5-10 mm, vorzugsweise iiber eine Di- 
stanz von 1-3 nam, zu dem Auffanger (5) transportiert 
wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB mit dem Laserstrahl 
(6) ein Objektfeld (12), auf dem sich das selektierte 
biologische Objekt (10) befindet, mit einem Durchmes- 
ser von 10 pm 50 pm ausgeschnitten und durch den 
T^ser-induzierten 'iVansportprozess auf den Auttanger 
(5) iibertragen wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB fiir das Ausschnei- 
den des biologischen Objekts (10) und fUr den Laser- 
induzierten Transportprozess ein UV-Laser (7) ver- 
wendet wird, 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die biologischen Ob- 
jekte (1) auf einer planaren Tragerfolie (2) angeordnet 
sind, wobei als Tragerfolie (2) eine UV-Licht absorbie- 
rende Polymerfolie mit einer Dicke von 5 pm-15 pm 
verwendet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Polymer der 'DfagerfoUe (2) mindestens 
5 Gew.-% eines aromatischen oder teilaromatischen 
Polykondensats enthalt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als Auffanger 
(5) eine Folie mit einer adhasiven Oberfiache verwen- 
det wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspriichc 1-9, dadurch 
gekennzeichnet, daB als AufiTanger (5) eine Mikrotiter- 
platte mil 90 bis 500 Vertiefungen (Wells) zur Auf- 
nahme der Proben verwendet wird. 
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12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, da6 das selektierte 
biologische Objekt (10) zunachst mil Hilfe der Fluores- 
zenz-Spektroskopie erkannt und anschliefiend selek- 
tiert wird. . 5 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-11, da- 
durch gekennzeichnet, daB das selektierte biologische 
Objekt (10) in einem Gewebeschnitt rait Hilfe histo- 
chemischer Farbreaktionen oder morphologischer vi- 
suell wahmehnibarer Veranderungen erkannt und an- lO 
schlieBend selektiert wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als TYager (2) 
eine Tragerfolie, welche mit einem flussigen, ftir die 
Laserstrahlung durchlassigen Nahr- oder Pufiferme- 15 
dium beschichtet wird, verwendet wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sowohl der Tra- 
ger (2) mit den zu sortierenden biologischen Objekten 
(1) als auch der Aufifanger (5) in einem geschlossenen 20 
Behalter untergebracht sind, welcher ein UV-transpa- 
rentes Fenster fiir den Laserstrahl (6) besitzt. 


Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
25 


30 


35 


40 


45 


50 


55 


65 


- Leerseite - 


ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: DE 19603 996 C2 

Int. CI7: G 01 N 33/48 

Veroffentlichungstag: 29. August 2002 



202 350/177 


ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE19603 996C2 

lntCl7: G 01 N 33/48 

Veroffentlichungstag; 29. August 2002 



Fig. 3 


10 



Fig. 4 


202 350/177 


esp@cenet document view 


Individual cells cut from polymer substrate foil 


Publication number: DEI 9603996 
Publication date: -| 997-08- 1 4 


Applicant: 
Classification: 
• International; 


DIESEL EDGAR DR (DE); STEBANI JUERGEN DR 
(DE); REIMS KARSTEN DR (DE); SCHUETZE KARIN 
DR (DE) 

BAYER AG (DE); PALM GMBH (DE) 


C12M1/26; G01N1/04; G01N1/28; G01N1/31; 
G01N1 5/14; CA2m/26; G01N1/04; G01N1/28; 
G01N1/30: G01N15/14: (IPC1-7): G01N1/04; B07C5/36: 
B23K26/00; C12M1/42; C12N13/00; C12Q1/00; 
G01N1/28;G01N33/48 
- European: C12M1/26: G01N1/04: G01N1/28F 

Application number DE19961003996 19960205 
Priority number(s): DE19961003996 19960205 


Report a data error here 


Abstract of DE1 9603996 

Process to separate and sort biological objects 
resting on a planar foil (2), the novelty is that: (a) 
the selected object field (12) is cut from the rest 
of the foil (2) by a UV-laser beam (6); (b) 
triggered by the laser beam action, the cut-out 
UV light-absorbing polymer foil section is then 
either lifted or lowered to a capture substrate 
(5), positioned above or below the planar foil (2); 
(c) the laser beam (6) describes an enclosed 
curved cutting pattern (12) around the biological 
object (10); (d) during cutting, the object field 
(12) is illuminated by the laser beam (6) through 
a slit-mask; (e) after the object field (12) has 
been cut out, the sample (10) is transported a 
distance of between 0.5-10 (preferably 1-3) mm 
to the collector substrate; (f) the diameter of the 
object field (12) is between 10-50 mu m. 



Data supplied from the esp@cenef database - Worldwide 


http://v3.espacenet.com/textdoc ?DB=EPODOC&IDX=DE19603996&F=0 


